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La pr6sente demande concerne un nouveau proc6d6 de detection 
ou de quantification des basophiles et des 6osinophiles chez des sujets sains 
ou malades, les proc6d6s de pr6paration des r§actifs n§cessaires et leur mise 
en oeuvre notament sous fonne de kits. 
5 L'etude des 6osinophiies et des basophiles est difficile ^ cause du 

tr^s faible nombre de ces cellules dans le sang, sort, respectivement. de 1 ^ 
3% et moins de 1%. Cependant, leur nombre peut augmenter de manidre 
importante dans certains 6tats pathologiques tels que les infections 
parasitaires. les 6tats allergiques. asthmatiques ou certaines Ieuc6mies. 

II a 6t§ d6montr6 que les 6osinophiles jouent un r6!e tr§s important 
dans rasthme allergique chronique. Les eosinophiles infiltrent les voies 
respiratoires ou ils peuvent etre activ§s et d6granuler. La liberation du contenu 
granulaire, enzymes et prot6lnes basiques, cause un dommage d repith6lium 
bronchique. Certains rapports font aussi mention de dysfonctionnements des 

15 6osinophiles. 

Le pontage des IgE sp^cifiques, pr6sentes sur les basophiles. par 
differents allergenes, tels que les pneumallerg^nes, venins, prot6ines 
alimentaires ou medicaments peut entrainer la liberation des mediateurs 
contenus dans les granules ou n6ofomn6s et capables d'induire un choc 

20 anaphyiactique, 

II est done important, pour connaitre Tetat d'un sujet et appr^cier sa 
susceptibility aux agents exog^nes. de compter les Eosinophiles et basophiles 
et de mesurer la proportion de ceux qui sont activables par tel ou tel agent. 

Les m§thodes de comptage des basophiles et des Eosinophiles sont 

25 bas6es sur la coloration des granules (comptage manuel) avec. par exemple, 
du bleu d'ortho-toluidine pour les basophiles et de I'Eosine pour les 
eosinophiles, sur leur taille et leur granulometrie ou sur un immunophEhotypage 
diff6rentiei de leur surface cellulaire. Ce sont des mEthodes lourdes, 
consommatrices de temps, et peu sp6cifiques. Elles possEdent de grandes 

30 incertitudes et des erreurs statlstiques importantes cause du faible effectif de 
ces types cellulaires. D'autre part, la plupart de ces m§thodes ne permet pas 
d'analyser le degr6 d'activation de ces cellules. 
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Pour toutes ces raisons, il serait souha'ttable de disposer de produtts 
et de proced^ pemnettant de d6tecter et quantifier plus sp6cifiquement les 
eosinophiles et les basophiles. actives ou non. 

DiffSrents proc^d^s, utilisant un cytom^tre de flux, ont 6t6 dterits 
5 pour la detection des Eosinophiles et des basophiles (voir par exemple 
Nakagawa. et a!.. (1981) Allergy, 36;pp. 39-47 ; Gane. et al.. (1995) Cytometry 
19;pp. 361-365 ; HQbl, et a!., (1996) J. Clin. Lab. Analysis. 10. 177-183). 

Un des principaux problemes rencontres lors de T^tude par 
cytom^trie de flux des basophiles et des Eosinophiles, est la separation nette 

10 entre les cellules positives et les cellules negatives. Certains auteurs utilisent 
une caracteristique remarquable des eosinophiles, leur autofluorescence, pour 
les identifier plus prEcis6ment. Cependant, certains Echantillons cliniques 
presentent une autofluorescence tres 6Iev6e des monocytes, neutrophils et 
lymphocytes. II faut aussi souligner ici la grande variability de la granulom6trie 

15 des eosinophiles. ce qui se traduit par un etalement de la zone du diagramme 
de dispersion (repartition en fonction de la taille et de la granulometrie) 
correspondant d ces cellules. Sur le diagramme de dispersion, les basophiles 
sont situes ^ la frontiere entre les lymphocytes et les monocytes. 

Les leucocytes expriment d leur surface des proteines caracterisees 

20 en CDs (Cluster Differenciation) par des groupes d'anticorps qui les 
reconnaissent. Uexpression de plusieurs CDs sur une meme cellule peut 
permettre de la caractEriser. Un meme CD peut etre exprime sur diffErents 
types cellulaires. C'est pourquoi la plupart des procedEs par cytomEtrie de flux 
utilisent des melanges d'anticorps reconnaissant plusieurs de ces CDs comme 

25 marqueurs des basophiles ou des eosinophiles. 

Par exemple. Tutilisation de deux melanges d'anticorps. anti-CD2. 
anti-CD14, anti-CD16 et anti-CD19 d'une part et anti-CD32. anti-CD25. antl- 
IgGI et anti-lgG4 d'autre part, permet de detecter les basophiles au 
cytofluorimetre en flux. Les anticorps anti-CD2 mettent en evidence les cellules 

30 T, les anticorps anti-CD19 permettent de dEtecter les cellules B et les anticorps 
anti-CD14 dEtectent principalement les monocytes mais aussi les granulocytes. 
Le CD16, recepteur de type III d s IgG. est exprimE sur les neutrophiles, 
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certaines cellules T (NK) et sur les monocytes. Le CD32. r§cepteur de type II 
des IgG. est exprime sur I s monocyt s, les neutrophiles et les lymphocytes B. 
Le CD25 est un marqueur d'activation des cellules T et B ainsi qu'un marqueur 
d'activation des macrophages. Plusieurs de ces marqueurs sont partag^s par 

5 diff6rents types de leucocytes. Les basophiles et les 6osinophlles sont des 
populations mmoritaires de leucocytes. C'est pourquoi la plupart des donn^es 
sur les basophiles et les 6osinophlles ont 6t6 obtenues d partir de cellules 
purifiees. Par exemple. les basophiles de sujets atteints de Ieuc6mie my6loide 
chronique ont pu §tre 6tudi6s apres plusieurs stapes de purification ^ I'aide 

10 d'anticorps monoclonaux puis lyse des globules rouges par le complement 
Cependant. ce proc6d6 est impraticable en routine car il est long et n§cessite 
un grand volume de sang. 

D*autres proc6d6s pour la detection des basophiles utilisent un 
anticorps anti-lgE ou un anticorps anti-r6cepteur de haute affinity pour les IgE. 

15 Mais ces proc§d6s ne permettent pas une identification claire des basophiles 
car de faibles quantites de recepteur de haute affinity pour les IgE ont ete 
mises en evidence sur les monocytes et les 6osinophi!es et les cellules B 
peuvent porter des IgE a leur surface. D'autre part, le pontage des IgE ou de 
leurs r§cepteurs d la surface des basophiles, par les anticorps utilises comme 

20 sonde, peut entraTner une activation cellulaire modifiant les propri6t6s de la 
membrane. II a 6te d^montre que I'activation des basophiles par un allergene 
induit une diminution de la liaison d'un anticorps anti-lgE. 

II serait done souhaitable de pouvoir facilement et sans risque 
d'erreur compter les 6osinophiles et basophiles, m§me au milieu des autres 

25 populations cellulaires du sang humain et de mesurer la proportion de ceux qui 
sont activables par tel ou tel agent, 

Lors de la caract6risation d'un groupe d'anticorps monoclonaux 
diriges centre le recepteur de rinterleukine-5 (RIL-5), la demanderesse a 
d§couvert que. de mani^re surprenante. les basophiles et les 6osinophiIes 

30 pouvaient, au milieu des autres populations cellulaires du sang humain ou 
animal, etre d6tect6s isol6ment et conjointement ^ I'aide de certains anticorps 



sp6cifiques de la chame alpha du r6cepteur de rinterleukine-5 et que I'on 
pouvait. si d6sir6, en plus compter ces m§mes cellul s. 

C'est pourquoi la prfeente demande a pour objet un proc^§ pour la 
detection ou la quantification des 6osinophiles ou des basophiles, caract§rls6 
en ce qu'il comprend la mise en contact d'un 6chantillon contenant 
eventuellement lesdits eosinophiles ou basophiles avec un anticorps 
monoclonal anti-r6cepteur de riL-5 (chaTne alpha) pour d§tecter et si d6sir§ 
proc^der d la quantification des eosinophiles ou des basophiles. 

Uinvention utilise done un anticorps monoclonal anti-recepteur de 
I1L-5 (chaTne alpha) et Texpression de la chaTne alpha du r^cepteur de l'IL-5 
comme marqueur sp§cifique des Eosinophiles et des basophiles. On a observe 
que ce marquage §tait spectfique de ces cellules sanguines et qu'aucune des 
ceiiuies B. T. monocytes ou neuirophiies n'eiait marquee. 

Ces anticorps sont done utilisables pour le comptage des basophiles 
et des eosinophiles en toutes circonstances avec exactitude et precision. 

UEchantlllon contenant Eventuellement lesdits eosinophiles ou 
basophiles peut etre par exemple un prelevement sanguin provenant 
notamment d'un sujet malade, de preference allergique ou parasite. 

Dans la presente demande et dans ce qui suit. I'on entend par 
« detection ou quantification des Eosinophiles ou des basophiles» aussi bien 
celles de I'un, que de I'autre ou que des deux populations cellulaires. 

Dans des conditions preferentielles de mise en oeuvre du procEde ci- 
dessus dEcrit. Tanticorps monoclonal anti-rEcepteur de riL-5 est un anticorps 
qui n'interfEre pas avec la fixation de TILS d son rEcepteur. 

Dans d'autres conditions prEferentielles de mise en oeuvre du 
procEdE ci-dessus dEcrit. I'anticorps monoclonal anti-rEcepteur de riL-5 est un 
anticorps qui n'interfEre pas avec les IgE. Uon entend par « qui n'interfere pas 
avec les lgE» un anticorps qui n'empeche pas la liaison d'un allergEne ou d'un 
autre anticorps anti-lgE, ^ ces IgE de surface . 

Dans encore d'autres conditions prEfErentielles de mise en oeuvre du 
procEdE ci-dessus dEcrit. I'anticorps monoclonal anti-rEcepteur de I'lL-S est un 
anticorps qui n'interfEre pas avec I'activation cellulaire des Eosinophiles ou des 



5 



basophiles. L'on entend par « qui n'interf^re pas avec Tactivation cellulaire des 
6osinophiIes ou des basophiles» un anticorps qui par sa liaison d la surfece de 
la cellule, n'induit pas ou ninhibe pas rapparition d'un marqueur d'activation de 
surface des basophiles ou des 6osinophiles. 
6 Dans toujours d'autres conditions pr^ferentielles de mise en oeuvre du 

proc6d6 ci-dessus d6crit. la detection et si d§sir6 la quantification des 
6osinophiles ou des basophiles utilise un cytom^tre de flux ou ^ balayage 
optique. 

Les basophiles humains expriment k leur surface des marqueurs tels 
10 que les CD11. CD13. CD18. CD26. CD31. CD32. CD33. CD40. CD43. CD44. 
CD45, CD49d, CD54 et les eosinophiles expriment d leur surface les GDI 5. 
CD32. CD44. CD49d. CD52. CD65. CD66, CD67. Par contre ni les basophiles, 
ni les Eosinophiles n'expriment les CD3. CD14. CD16. CD19. Ces listes de 
marqueurs ne sont pas exhaustives. 
-1 5 c'est pourquoi la presente demande a aussi pour objet un precede ci- 

dessus caract6ris6 en ce que en outre Ton met en contact r^chantillon avec un 
ou de preference plusieurs autres anticorps monoclonaux dirig§s contre 
d'autres marqueurs permettant d'exclure les types cellulaires autres que les 
6osinophiles ou les basophiles. Ainsi on peut discriminer les lymphocytes. 
20 monocytes et neutrophiles des eosinophiles et basophiles. 

On utilise done des marqueurs d'exclusion pour am6liorer encore la 
precision du comptage en excluant les 6v§nements erratiques. La pr6sente 
demande a notamment pour objet un proc§d6 ci-dessus caract6ris6 en ce que 
les autres anticorps monoclonaux sont dirig§s contre les marqueurs CD3. 
25 GDI 6 et GDI 9 qui pemnettent d'exclure les 6v6nements erratiques. 

L'invention pemiet la detection et la quantification sp6cifique des 
basophiles et des Eosinophiles activEs ou non activEs. II a 6t6 dEmontrE 
rEcemment que le GD63. prot6ine lysosomale de la famille du t6traspan et 
initialement dEcrite comme marqueur d'activation des plaquettes. etait 
30 6galement present dans les granules des basophiles et neutrophiles. 
L'expression du CD63 ^ la surface cellulaire est dEpendante du calcium. Lors 
de ractivation des basophiles. le CD63 exprimE d la surface peut §tre reconnu 
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par un anticorps sp6cmque. L'intensit6 du marquage est^^cdon du nombre de 
cellules activees. 

C'est pourquoi la pr§sente demande a ncore pour objet un proc§d6 
ci-dessus caract6ris6 en ce que Ton precede d la detection ou la quantification 
des basophlles activte en mettant en outre en contact Fechantillon avec un ou 
plusieurs autres anticorps monoclonaux diriges centre des marqueurs 
deactivation des basophlles et notamment centre Pantigene CD 63, 

De m§me, la pr^sente demande a encore pour objet un precede ci- 
dessus caract6ris6 en ce que Ton precede d la detection ou la quantification 
des §osinophiles actives en mettant en outre en contact r^chantillon avec un 
ou plusieurs autres anticorps monoclonaux diriges centre des marqueurs 
d'activation des 6osinophiles et notamnnent centre I'antigene CD 69. 

6osinophiles s6par6ment est possible des lors que Ton dispose d'un moyen 
additionnel de discrimination tel que 

- la diffusion de la lumiere dans les cytometres en flux ou les 
6osinophiles se distinguent des basophlles par una valeur beaucoup plus 
elevee de la diffusion laterale (side scatter), 

- Tactivite peroxydasique propre aux eosinophiles que Ton revele par 
utilisation de substrats pr^cipitants comma le DAB (diamino benzidine) ou 
fluorescents comme le diac6tate de dichlorofluoresc6ine. substrat non- 
fluorescent transforme en 2'.7'-dichlorofluoresceine hautement fluorescente. 

La presente demande a encore pour objet un anticorps anti-RIL-5 
caract6ris§ par: 

- I'absence dMnterf6rence avec la fixation de TILS k son r§cepteur 

- Fabsence d' interference avec les IgE 

- rabsence d'interf6rence avec Tactivatlon cellulaire des 
eosinophiles ou des basophlles 

Une realisation avantageuse de I'invention consiste en I'utilisation 
d'un melange d'anticorps dirig6s d'une part centre le RIL-5. avec ou sans 
marqueurs "specifiques" des lymphocytes T et B. cellules NK, monocytes et 
neutrophiles et. si Ton s'int6resse aux eosinophiles ou basophiles activ6s, 
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d'autre part un marqueur deactivation d basophiles et des 6osinophiles. Le 
marqueur deactivation cellulaire petit dtre un anticorps sp§cifique d'une prot6ine 
apparaissant S la surface de la membrane cellulaire apr6s activation ou la mise 
en Evidence d'une activity enzymatique oxydative. Celui-ci permet la mise en 

5 Evidence et, 6ventuellement. la quantification de Tactivation cellulaire. 

C'est pourquoi la presente demande a aussi pour objet des kits cibl6s 
pour diff^rentes applications, lesdits kits ayant pour base un anticorps 
monoclonal anti-RIL-5, pr6f6rentiellement de souris, de rat ou de lapin. ou bien 
modifi§ g6n§tlquement et premi^rement 

-,0 un kit pour la detection ou la quantification des §osinophlles ou des 

basophiles contenant 

- des anticorps monoclonaux anti-RIL-5 coupl6s ^ un premier 

fluorochrome, 

- un melange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
1 5 neutrophiles, couples a un deuxi^me fluorochrome. 

ainsi qu'un kit pour la detection et la quantification des eosinophiles 
et des basophiles actives contenant 

- des anticorps monoclonaux antl-RIL-5 couples a un premier 

fluorochrome. 

20 - un melange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 

neutrophiles, coupl6s a un deuxi^me fluorochrome et 

- des anticorps dirig6s centre des marqueurs d'activation et couples 
^ un troisidme fluorochrome. 

La pr6sente demande a encore pour objet un kit ci-dessus caract6ris6 
25 en ce qu'il renfemie en outre un substrat sp§cifique de Tactlvite oxydative des 
Eosinophiles , 

La pr6sente demande a enfin pour objet un kit pour la detection ou la 
quantification de ractivit6 oxydative des §osinophiles ou des basophiles 
contenant 

30 - un anticorps monoclonal anti-RIL-5 cpnjugu6 d un premier 

fluorochrome 
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- un melange d'anticorps marqueurs des lymf^^t s, monocytes et 
neutrophiles conjugues d un second fluorochrome 

- un substrat marqueur de I'activtt^ oxydative des eosinophiles ou 
des basophiles. 

5 Les conditions pr6ferentielles de mise en oeuvre des precedes d- 

dessus decrites s'appliquent ^alement aux autres objets de Tinvention vises ci- 
dessus. 

La pr6sente demande a enfin pour objet un proc6d6, anticorps ou kit 
ci-dessus caracteris6 en ce que I'anticorps nnonoclonal anti-r§cepteur de riL-5 
10 est un anticorps de type lgG1 dont I'hybridome correspondant a 6te depose d 
la Collection Nationale de Culture de Micro-organismes (CNCM) sous le N** I- 
2068. 

, ,. i ■: x-^ 1^ 4.^»4. l«U«^***^ 

I- iriVenUOn pC^Ul cuts aiJIJIIl^UCC; UClllO lO lOOL, pcai iafcywiofcv,/iic?<» 

cliniques et phannaceutiques, de la r^ponse des basophiles ou des 
15 eosinophiles a drff6rents types d'agents degranulants (aliergenes, substances 
chimiques, parasites, etc.). afin de realiser un diagnostic ou un suivi de 
d6sensibilisation. ou encore de mettre en Evidence la capacity de nouvelles 
molecules ^ moduler la degranulation des basophiles ou des eosinophiles et 
pour retude de pathologies allergiques, parasitaires et leucemiques. 

20 

Les exemples qui sulvent illustrent la pr6sente demande. 

La figure 1 est I'illustration d'un " dot plot " obtenu avec I'anticorps 
monoclonal anti-RIL-5 H17N (B) et un controle isotypique (A) conjugu6s ^ la 
25 phyco6rythrine. Les abscisses represented I'intensite de fluorescence 
exprim6e en 6chelle logarithmique et les ordonn6es repr^sentent la diffusion 
lat^rale. 

Les polygenes marqu6s R4 et R5 representent respectivement les 
basophiles et les Eosinophiles. 
30 Les figures 2A et 2B sent I'illustration d'un double marquage obtenu 

avec I'anticorps anti-RIL-5 conjugue k la phycoErythrine pour les basophiles et 
les eosinophiles. resp ctivement. Les abscisses representent la fluorescence 
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§mise par la fluoresc6ine (FITC) et les ordonn6es la fluorescence 6mise par la 

phyco§rythrine (PE). 

Le "dot plot" de gauche repr6sente le double marquage entre Tanti- 
RIL-5-PE et un anticorps sp6cifique d'un autre marqueur coupl6 au FITC. Le 
5 "dot plot" de droite repr6sente le marquage obtenu avec un controle isotypique 

et ranti-RIL-5-PE. 

Les marqueurs utilises sont, de haut en bas, anti-CD16 (ce 
marqueur est present sur les neutrophils, les cellules NK. les cellules de 
Kuppfer et une sous population des macrophages). anti-CD49d (chaine alpha 4 
10 des int6grines exprim6e sur les basophiles et les 6osinophiles mais aussi sur 
les lymphocytes, monocytes et thymocytes). 

La figure 3 est I'illustration d'un double marquage obtenu avec un 
anticorps anti-RIL-S conjugu§ ^ la phyco6rythrine en combinaison avec un 
melange d'anticorps CD3, CD19. CD16. tous conjugues ^ la phyco6rythrine- 
15 Cyanine 5 (PECyS). Le canal FL-1 correspond d la fluorescence emise par la 
fluoresc6ine. le canal FL-2 correspond 6 la fluorescence 6mise par la 
phycoerythrine et le canal FL-3 correspond a la fluorescence emise par la 

phycoerythrine Cyanine 5. 

Le diagramme A con-espond a la dispersion selon la taille et la 
20 granulom6trie. On distingue la region R1 qui correspond aux lymphocytes, la 
region R2 qui correspond aux monocytes et la region R3 qui correspond aux 
granulocytes. 

Le diagramme B correspond a la fluorescence de I'anticorps anti-IL- 
5R-PE en fonction de la diffusion laterals, fonction de la taille cellulaire. R4 
25 correspond aux basophiles et R5 correspond aux ^osinophiles. 

Le diagramme C repr^sente la fluorescence du melange d'anticorps 
anti-CD3. anti-CD16. anti-CD19, en fonction de la diffusion Iat6rale. R6 
correspond aux 6osinophiles non marques. 

Le diagramme D repr6sente la fluorescence du melange d'anticorps 
30 antiCDS. anti-CD16. anti-CD19 et la fluorescence de I'anticorps anti-IL-5R-PE. 
Les 6osinophiles se projetlent dans les regions R5 et R6. Seuls les 
6v6nements presents en R5 et R6 sont pris en compte dans le diagramme D. 



10 

La figure 4 est I'illustration de la correlation las pourcentages 
donn6s par un h6matim6tre et le precede de Tinvention. Les abscisses 
repr^sentent le pourcentage des 6osinophiles (A) et le pourcentage des 
basophiles (B) obtenus en cytometrie de flux et les ordonnees repr§sentent le 
5 pourcentage des 6osinophiles (A) et le pourcentage des basophiles (B) donnes 
par rh6matimetre. 

Le graphique du haut correspond aux donnees obtenues sur les 
eosinophiles et le graphique du bas aux donnees obtenues sur les basophiles. 
Les coefficients de con-elation sont donn6es ^ I'Interieur de chaque graphe. 
10 La figure 5 est I'illustration typique d'un resultat obtenu apres 

activation des basophiles avec un anticorps anti-lgE. 

Sur cette figure 5. le "dot plot" 1 represente la taille et la 
granulcmctrie des ceHuies du sang, !e diagramme 2 represents !e marquage 
obtenu avec I'anticorps anti-RIL-5-PE (diagramme similaire d celui presents sur 
15 la figure 1), le diagramme 3 represente I'isolement des basophiles et le 
nettoyage de la population des autres contaminants possibles, tels que les 
lymphocytes et les monocytes. Le diagramme 4 represente les basophiles. 

La figure 5B represente 4 « dot plots » de basophiles actives. 
Chaque « dot plot » correspond a une stimulation de sang total par des 
20 concentrations decroissantes d'anti-lgE. Le nuage de points de chaque « dot 
plot » con-espond ^ la population. isol6 selon le « dot plot » 5A-4. Les 
abscisses representent la fluorescence emise par la fluoresceine couplee a 
I'anticorps anti-CD63, et les ordonnees representent la fluorescence emise par 
la phycoerythrine coupiee d Tanticorps anti-RIL-5. 
25 La figure 6 est riilustration de la comparaison entre les pourcentages 

des cellules CD63+IL5R+ et le pourcentage d'histamine liberee. 

Chaque diagramme repr6sente un donneur. Les symboles noirs 
representent le % des cellules CD63+1L-5R+ et les symboles blancs le 
pourcentage d'histamine liberee. Les abscisses representent la concentration 
30 d*anti-lgE utilisee par la stimulation des basophiles exprimes en pg/ml et les 
ordonnees representent le pourcentage de basophiles exprimant CD63 ou le 
pourcentage d'histamine liber6. 
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La figure 7 est rillustration de Tactivation des 6osinophiles par un 
ester de phorbol (PMA : phorbol myristate ac6tate). Les abscisses repr^sentent 
la concentration de PMA ajout§ et les ordonntes repr§sentent le pourcentage 
des 6osinophiles exprimant la molecule CD69 ou CD63. Chaque diagramme 
repr6sente un donneur different. 

EXEMPLE I- Obtention des anticorps monoclonaux anti-RIL-5. 

1- R§actifs. 

Les r§actifs courants (sels. tampons, etc.) ont 6t6 achetes chez 
Merck. Darmstadt, Allemagne. Les r^actifs de culture cellulaire proviennent de 
Biowitthaker Virviers. Belgique et de Sigma, Saint-Louis. USA. Les anticorps 
monoclonaux anti-CD3. anti-CD16, anti-CD19. anti.CD49d. anti-CD63. anti- 
CD69 conjugu6s au N-isothiocyanate de fluoresc6Tne (FITC) ou au 
phyco6rythrine Cyanine 5 (PECyS) et Tanticorps monoclonal anti-lgE clone 
El 24.2.8. sont des produits commerciaux obtenus chez Immunotech. Marseille, 
France. 

2- Fusion 

L'anticorps anti-RIL-5. clone H17N. a 6t§ obtenu apr^s immunisation 
de souris avec une forme soluble recombinante du RIL-5, proteine produite a 
partir d'un g6ne fusion RIL-5 - IL-2 et exprim^e dans les cellules CHO. puis 
fusion des blastocytes avec les cellules de myotome X63. selon la technique 
classique d6crite par Kdhler et Milstein (1975, Nature 256, 495). La production 
d'anticorps a 6t6 cribl6e par ELISA en utilisant des plaques recouvertes avec 
sort la prot6ine hybride RIL-5-IL-2 sort avec l'IL-2. Les clones positifs sur les 
plaques recouvertes avec le RIL-5-IL-2 et n6gatifs sur les plaques recouvertes 
avec riL-2 ont 6t6 clones par dilution limite. La selection des anticorps 
s'effectue sur des cellules TF-1 en raison de leur capacrt6 d reconnaTtre le RIL- 
5 en presence et en absence d'IL-5. critere selon la pr§sente invention. 

Parmi les anticorps monoclonaux s6lectionn6s, l'anticorps 
monoclonal anti-RIL-5. appele H17N. pr6sente une forte affinrt6 pour I'antig^ne 



mais n'inhibe pas Tactivit^ biologique de riL-5. En consequence. malgr6 la 
liaison de I1L-5 a son r6cepteur aucune inhibition n'est observ6e. Uhybridome 
correspondant a 6t6 d§pos6 d la Collection Nationale de Culture de Micro- 
organismes (CNCM) k Paris le 3 septembre 1998 sous le N* 1-2068. L'anticorps 
5 monoclonal anti-RIL-5. appel6 H17N est de type IgGI , 

3- Couplage d un marqueur fluorescent 

Le couplage de l'anticorps anti-RIL-5 H17N a la phycodrythrine a §t6 
realise selon le protocole d6crit dans « Bioconjugate techniques » par G. 
10 Hemnanson. Academic Press, 1996. 

EXEMPLE 2. Analyse par cytometrie sur sang total. 

1- Echantillons sanguins. 

15 Les echantillons sanguins utilises pour retude de correlation ont 6te 

obtenus de l'H6pital La Conception (Marseille. France). La formulation 
sanguine a ete realis^e sur des tubes contenant de I'EDTA comme 
anticoagulant avec un appareil STKS-Coulter, Miami, USA. Le sang utilise pour 
les activations des basophiles a ete preleve sur des tubes heparines. Ces 

20 echantillons ont ete preiev6s sur des personnes appartenant au laboratoire. 

2- Protocole. 

L'expression du RIL-5 dans differentes sous populations cellulaires. 
^ partir de sang total, a ete analysee a I'aide d'un double immunomarquage. 
25 utilisant d'une part Tanticorps anti-RlL-5 H17N conjugue d la phycoerythrine 
prepare au stade 3 de I'exemple 1 et d'autre part des marqueurs specifiques 
des populations cellulaires etudiees. 

Le protocole utilise est le suivant : 100 pi de sang total sont incubes 
avec 20 pi d*anticorps anti-RIL-5 H17N-PE et 20 [}\ d'un deuxieme anticorps 
30 specifique d'un autre marqueur. Uechantillon^est incube 15 min. d temperature 
ambiante. 
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Ensuite. 1 ml de r^actif de lyse est ajout§ et I melange r^actionnel 
vigoureusement m6lang§ imm§diatement. Quand T^chantillon est devenu 
translucide (< 1 min.). 260 \i\ de r§actif de fixation sont ajout§s et l'§chantillon 
est k nouveau soigneusement m6lang6. Trois ml de tampon phosphate 
5 Isotonique (PBS 1X) sont alors ajout§s. puis Techantillon est centrifuge pendant 
3 minutes ^ 1200 tours par minute. Le surnageant est aspir§ et 500 pi de PBS- 
0.5% fomriaId§hyde sont ajout^s. Les echantillons sont stockes ^ 4*C et d 
{'obscurity avant I'analyse au cytom^tre. 

La liaison non sp6cifique est contr6l6e en utilisant un anticorps 
10 irrelevant du m§me isotype reference IM 0670 (Immunotech. Marseille). Ceci 
permet d'effectuer les r^glages pertinents de Tappareil. Uanalyse cytom6trique 
des cellules marqu6es par les diff6rents fluorochromes a 6te realis6e sur un 
apparell FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, USA). Pour chaque 
6chanti!lon, on a analyst 100 000 6v6nements. 

15 

3- Identification des basophiles et des eosinophiles par cytom6trie de 

flux. 

L'anticorps anti-RIL-5 H17N a ete conjugue a la phycoerythrine (PE) 
afin de caracl^riser plus facilement les cellules qui expriment le recepteur de 

20 riL-5. LMmmunomarquage du sang total avec Tanticorps H17N-PE et un 
anticorps de controle (anticorps irrelevant de m^me isotype reference IM 0670) 
est montr§ sur la figure 1 (A et B). 

En presence de l'anticorps de contrdle, on observe une absence de 
marquage (figure 1 A). Par centre, en presence de Tanticorps anti-RIL-5-PE, un 

25 d6calage de la fluorescence de certaines cellules est observe (figure 1 B). Les 
deux nuages (fen§tres R5 et R4) des cellules marquees par Tanticorps anti- 
RIL-5 correspondent aux Eosinophiles et basophiles. Cette observation a et6 
confirm6e gr§ce a plusieurs immunomarquages § Taide d*anticorps spEcifiques 
de diff6rents CD's (Clusters Differentiation). Ainsi, on a observe que les cellules 

30 positives pour le RIL-5 sont negatives pout^Fexpression des CDS, CD19 et 
CD16, CDs sp6cifiques des lymphocytes, et negatives pour Texpression du 
CD 14, sp6cifique des monocytes. Cependant, les cellules sont positives pour 
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CD49d, proteine exprimee par les 6osinophiles et les basophiles, mais aussi 
par les lymphocytes, monocyt s et thymocytes. 

Ceci d^montre que les cellules marquees par Tanticorps anti-RIL-5 
correspondent bien aux 6osmophiles et aux basophiles. 

5 

EXEMPLE 3. Quantification des eosinophiles et basophiles. 

On a compare la difference existant entre le pourcentage des 
6osinophlles et basophiles donne par I'h6matimetre STKS (Coulter. Miami), 
10 utilise d I'Hdpital de la Conception a Marseille, et le pourcentage de cellules 
positives pour Texpression du RIL-5, mises en Evidence par Tanticorps anti-RIL- 
5 H17N selon Tinvention. 

Les basophiies ei les eosinophiies soni ies seuls types ceiiulaires 
marqu6s par Tanticorps anti-RIL-5 selon Tinvention mais le nuage des 
15 basophiles est tres proche du nuage de cellules correspondant aux 
lymphocytes. 

On a ajout§ d I'anticorps anti-RIL-5 conjugu§ k la PE. un m6lange 
d'anticorps anti-CD3, anti-CD16 et anti-CD19 conjugues au phycoerythrine 
Cyanine 5, ce qui permet d*exclure les evenements erratiques. Cette 

20 combinaison pemriet d'obtenir des valeurs plus exactes. En utilisant cette 
methode, on a compare les pourcentages d'eosinophiles et de basophiles 
obtenus par les deux methodes pour 50 echantillons differents. Les resultats 
sent presentes dans la figure 4. 

La figure 4A pr^sente la correlation des pourcentages d'6osinophiles 

25 obtenus avec les deux techniques. Celle-ci est de de [% H6matimetre] = 0.94 
[% Cytometre] + 0 pour n = 50. La figure 4B pr^sente la correlation des 
pourcentages de basophiles obtenus avec les deux techniques. Celle-ci est de 
[% Hematimetre] = 0.86 [% Cytometre] + 0.076 pour n = 50. On observe une 
tres bonne conreiation entre les deux methodes. r = 0.98 et r = 0,83. 

30 demontrant la grande fiabilite du precede selpb rinvention. 
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EXEMPLE 4. Activation des basophiles. 

La liberation d'histamine par les basophiles activ6s a 6t6 r6alis§e sur 
des fractions aliquotes de 300 pi de sang, d6pos6es dans un tube et incub^es 
5 en presence de diff6rentes concentrations d'anti-lgE afin d'6tablir une courbe 
dose-r§ponse. 

Les 6chantillons sont m§Iang6s doucement et incubus a 37**C 
pendant 15 minutes. Uactivation cellulaire est anette par addition de 300 pi de 
tampon phospliate froid contenant 1mM d'EDTA. Les tubes sont centrifuges e 
10 +4**C durant 3 minutes a 1200 tours par minute. Le sumageant est r^cuper^ 
pour quantifier I'histamine. Le culot cellulaire est remis en suspension dans 300 
pi de tampon phosphate. 1mM EDTA et lOOpI de cette suspension cellulaire 
sont analyses apr^s immunomarquage. 

15 La quantification de I'histamine liberie a 6te effectu^e a I'aide d'un 

radio-immunodosage commercial ( R§f§rence 1659. Immunotech. Marseille. 
France), suivant les instructions du fabriquant. L'histamlne totale est 
determinee apres lyse cellulaire par dilution de 50pl de sang dans 950 pi d'eau 
distill6e suivie de deux cycles de cong6lation-decongelation. ^histamine Iib§r6e 

20 apres activation cellulaire est exprim§e en pourcentage d'histamine totale. 

L'analyse par cytometrie de flux a ete realisee apres triple marquage 
sur 100pl de culot cellulaire repris par du PBS. avec I'anticorps anti-RIL-5 
H17N-PE, ranticorps anti-CD63-FITC et des anticorps anti-CD3, anti-CD16, 
anti-CD19. tous trois conjugues au PECy5. La procedure est identique ^ celle 

25 d6crite pr6c6demment. De la m§me fagon. l'analyse de 100 000 cellules est 
acquise. Le pourcentage de cellules doublement marquees CD63+ et RIL-5+ a 
ete determine apres activation cellulaire. 

Une experience representative est presentee sur la figure 5, On 
observe une augmentation de cellules doublement marques (CD63 et RIL-5) en 

30 fonction de la concentration d'anti-lgE. Cette augmentation est parfaitement 
correiee av c le profil d'histamine liberee comme cela est montre pour quatre 
donneurs differents sur la figure 6. 
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EXEMPLE 5 . Activation des 'osin philes 

L'expression du marqueur d'activation CD69 a 6t6 r6alis6e sur des 
fractions aliquotes de 300 \i\ de sang, d^pos^es dans un tube et incub^es en 
5 presence de differentes concentrations de PMA (Phorbol Myristate Acetate) 
afin d'6tablir une courbe dose-reponse. Les echantillons sont melanges 
doucement et incub§s ^ 37^0 pendant 6 heures. Uactivation cellulaire est 
arretee en centrifugeant a +4X durant 3 minutes ^ 1200 tours par minute. Le 
sumageant est r6cup6r6 pour quantifier Thistamine. Le culot cellulaire est remis 

10 en suspension dans 300 pi de PBS. 1 mM EDTA et 100 pi de cette suspension 
cellulaire sont analyses apr§s immunomarquage. 

La quantification de I'histamine lib^r^e a ete effectuee a I'aide d'un 
radloimmunouosage commerciai (reference 165S, irriniunotech. Marseille, 
France), suivant les instructions du fabricant. L'histamine totale est d6terminte 

15 apr6s lyse cellulaire par dilution de 50 pi de sang dans 950 pi d'eau distiilee 
suivie de deux cycles de cong6lation-d6congelation. L'histamine Iib§r6e apres 
activation cellulaire est exprimee en pourcentage d'histamine totale. 

L'analyse par cytometrie de flux a ete realisee apres triple marquage 
sur 100 pi de culot cellulaire repris par du PBS, avec I'anticorps anti-RIL-5 

20 H17N-PE. I'anticorps anti-CD69-FITC ou I'anticorps anti-CD63-FITC et les 
anticorps anti-CD3, anti-CD16, anti-CD19, tous trois conjugues au PECy5. La 
procedure est identique a celle d^crite pr6cedemment. De la meme fa9on. 
l'analyse de 100.000 cellules est acquise. Le pourcentage de cellules 
doublement marqutes CD69* et RIL-5* d'une part. CD63* et IL-5R* d'autre part 

25 a §te detemnine apr§s activation cellulaire. 

Une experience representative est pr6sentee sur la figure 7. On 
observe une augmentation de cellules doublement marquees (CD69* et RIL-5*) 
en fonction de la concentration de PMA. De fa9on int§ressante le marquage 
avec I'anticorps anti-CD63 sur les eosinophiles n'a pas donne de fluorescence 

30 demontrant que le CD63 est sp^cifique des ba^ophiles. 
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EXEMPLE 6. Kit d detection ou de quantificati n des 
eosinophiles ou des basophiles. 

On a pr§par6 un kit r6pondant k la composition : 

- un flacon contenant un anticorps anti-RIL-5 H17N conjugu6 d la 
phyco6rythrine 

- un flacon contenant un melange d'anticorps : 

Anti-CD3 conjugu§ au PECy5 
Anti-CD16 conjugu6 au PECyS 
Ant-CD19 conjugue au PECyS 

- un flacon contenant un anticorps « controle Isotypique » conjugu6 d 
la phyco6rythrine 

- un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugu6 

au PECyS 

EXEMPLE 7. Kit de detection ou de quantification des 
eosinophiles ou des basophiles actives. 

On a prepare un kit repondant a la composition : 

- un flacon contenant uri anticorps anti-RIL-5 H17N conjugue a la 
phycoerythrlne 

- un flacon contenant un melange d'anticorps : 

Anti-CD3 conjugu6 au PECyS 
Anti-CD16 conjugu6 au PECyS 
Anti-CD19 conjugu6 au PECyS 

- un flacon contenant un anticorps Anti-CD63 conjugu6 au FITC 

- un flacon contenant un anticorps « contrdle isotypique » conjugu§ ^ 
la phyco6rythrine 

- un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugu6 

au PECyS 

- un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugu6 

au FITC 



EXEMPLE 8. Kit d detect! n ou de quantificati n des 
' sin philes oud s bas phlles 



On a prepare un kit r^pondant a la compositioi 




- un flacon contenant un anticxirps anti-RIL-5 H17N conjugu6 d la 
phyco6rythrine 

- un flacon (untenant un melange d'anticorps : 

Anti-CD3 conjugu6 au PECyS 
Anti-CD16 conjugu6 au PECyS 
Anti-CD19 conjugu6 au PECyS 

- un flacon contenant un anticorps « controle isotypique » conjugu6 

au PECyS 

- un flacon contenant du diac6tate de dichlorofluoresc§ine 
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RFVFNDICATIONS 

1. Un proc^d^ pour la detection ou la quantification des ^osinophiles 
ou des basophiles, caract6ris6 en ce qu'il comprend la mise en contact d'un 

5 6chantillon contenant §ventuellement lesdits dosinophiles ou basophiles avec 
un anticorps monoclonal anti-r§cepteur de riL-5 (chaine alpha) pour d6tecter et 
si d6sir6 proc6der a la quantification des §osinophiles ou des basophiles. 

2. Un proc6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que 
Tanticorps monoclonal anti-r6cepteur de TIL-S est un anticorps qui n'interf^re 

10 pas avec la fixation de l'IL5 d son r6cepteur. 

3. Un proced6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que 
ranticorps monoclonal anti-r6cepteur de nL-5 est un anticorps qui n'interf6re 
pas avec les IgE 

4. Un proc6d6 selon la revendication 1, 2 ou 3, caract§ris6 en ce que 
15 {'anticorps monoclonal anti-r§cepteur de riL-5 est un anticorps qui n'interfdre 

pas avec I'activation cellulaire des 6osinophiles ou des basophiles. 

5. Un proc6de selon Tune des revendications 1^4, caracteris6 en ce 
que la detection et si d6sire la quantification des 6osinophiles ou des 
basophiles utilise un cytometre de flux ou a balayage optique. 

20 6. Un precede selon I'une des revendications 1 5 caracterise en ce 

que en outre Ton met en contact Techantillon avec d*autres anticorps 
monoclonaux dirig^s centre d*autres marqueurs des types cellulaires 
^osinophile ou basophile. 

7. Un procedfe selon la revendication 6 caract6ris6 en ce que les 
25 autres anticorps monoclonaux sont dirig6s centre les marqueurs CD3, CD16 et 

CD19, 

8. Un proc6d6 selon Tune des revendications 1^7 caract6rise en ce 
que Ton precede d la detection ou la quantification des basophiles activ6s en 
mettant en outre en contact I'echantillon avec un ou plusieurs autres anticorps 

30 monoclonaux dirig6s centre des marqueurs d*activation des basophiles. 

9. Un proc6d6 selon la revendication 8 caract6ris§ en ce que le 
marqueur d'activation est I'antig^ne CD 63. 



20 



10. Un proc6d6 selon Tune des revendications 1 a 7 caract6iis6 en 
ce que Ton precede d la detection ou la quantification des eosinophiles actives 
en mettant en outre en contact r^chantiilon av c un ou plusieurs autres 
anticorps monoclonaux diiig6s centre des marqueurs d'activation des 

5 Eosinophiles. 

11. Un proc6de de detection et de quantification des Eosinophiles 
actlvEs selon la revendication 10 caracterisE en ce que le marqueur d'activation 
est I'antigEne CD 69. 

12. Un anticorps anti-RIL-5 caracterise par : 

1 0 - Tabsence dMnterfErence avec la fixation de TILS a son rEcepteur 

- Tabsence d'interfErence avec les IgE 

- I'absence d'interfErence avec Tactivation cellulaire des 
eosinophiles ou des basophiles 

13. Un kit pour la detection ou la quantification des eosinophiles et 
1 5 des basophiles contenant 

- un anticorps monoclonal anti-RIL-5 coupl§ a un premier 
fluorochrome, 

- un melange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
neutrophiles. couples a un deuxieme fluorochrome. 

20 14. Un kit pour la detection et la quantification des Eosinophiles et 

des basophiles activEs contenant 

- un anticorps monoclonal anti-RIL-5 couple a un premier 
fluorochrome, 

- un mElange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes et 
25 neutrophiles, couplEs ^ un deuxlEme fluorochrome et 

- des anticorps dirigEs contre des marqueurs d'activation et couples 
^ un troislEme fluorochrome. 

15. Un kit pour la dEtection ou la quantification de TactivitE oxydative 
des Eosinophiles ou des basophiles contenant 
30 - anticorps monoclonal anti-RIL-5 conjuguE a un premier 

fluorochrom 
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- un m§lange d'anticorps marqueurs des lymphocytes, monocytes at 
neutrophiles conjugu^ a un second fluorochrome 

- un substrat marqueur de ractivit6 oxydative des §osinophiIes ou 
des basophiles. 

5 16 Un kit selon Tune des revendications 13^15 appliqu§ d l'6tude 

de pathologies allerglques, parasitaires et ieuc^miques. 

17. Un proc6d6, anticorps ou kit selon Tune des revendications 1 d 
16 caract6ris6 en ce que I'anticorps monoclonal anti-r6cepteur de riL-5 est un 
anticorps de type IgGI dont I'hybridome corespondant a 6t6 d§pos6 d la 
10 Collection Nationale de Culture de Micro-organismes (CNCM) sous le I- 
2068. 
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